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10￥ densi ly 1 ipoprolein (L 0 L ) .tr'anscobala量in 1 I . 
lransferrin (T f) <lranspol'l of Fe). phosvitin等
i i )情報伝達物質
insulin. co・pliaenl (C3b). epiderJaI ~ro.dh faclor 
(EG F) . plalelell derived gro~lh faclor. serUJ IgG. 
I3lernal IgG. polyaeric IgA (p 1 g A)等
i i i )ウイルス、毒素
selliki foresl virus. vesicular slo ・atilisvirus. influenza 
v i rus. diphtheria toxin. cholera toxin， ricin等
i v )その他の血中のタンパク質
asialoglycoproleins (A S G P s ) . annose-fucose-ler.inal 
glycoPt'oleins. unnose-6-phosphale glycoproleins (l¥I 6 P) . 


















られる o a)リガンドはリソソームへ、受容体は形質膜へ、 b )リガンドは受容
体と共に形質膜へ、 c )リガンドは受容体と共に、形質膜上の取り込み領域と異
なった領域へ、 d )リガンドは受容体と共にリソソームへ、
c P: コーテッドピット、 En d:エンドソーム、 L y s :リソソーム








しDL. ASGPs. lr'anscobalalin [1. insulin (in foelalral 




T f. class 1 MHC lolccules (0" T cclls). class 1 MHC 
lolecules (on lacrophages)等
c )リガンドは受容体と共に、形質股上の取り込み領地と異なった領域へ
リガンドと受容体は解離しない.例えは p 1 g A は、肝細胞の規制面
( basa 1領域の形質膜)で受容体と結合して細胞に取り込まれ、受容体と共に
網細目日管面 (apical領域の形質服)に巡ばれて、受容体の断片 (SCchain) 
と共に細胞外へ放出される(10). I g G は、上皮細胞のbaso1 a ler'a 1側から限
り込まれて、 api ca 1則に放出される(11) 0 このような現象をトラシスサイト
ーシスという.











こる.Geuzcらは、 ASGP受容体 (ASGP-R、以下受容体を -Rと略す)と
ASGP を抗なった大きさの金コロイド粒子を用いて仔ぷし、細胞内分布を ir~) べ
た(12). その結県、受容体とリガンドが、向じ政情i主のがi部ではあるが、その中
の到なった部位に品企しているような紹胞内の限系を発見し、 CU R L (co・-




UR しで p1 g AとASGP-R、 p 1 g AとASGP、 pIgA-Rと:¥16 P 

































i i j)リガンドと受容体が選別された後、 リガンドをリソソームに運ぶためのエ
ンド、ノーム
が{(立するものとZ-えられる。これらをそれぞれ、 i)初期エンドソーム (early





尖際に、 Wa1らはasi a 1001'oSO・ucoi d ( A S 0 R )を取り込ませたラット肝細胞
において、取っ込みの 5.5分後にはリガンドは形担服直下の小胞または管状のエ
ンドソームに存在しているのに対し、 7.5分後にはゴルジ .ER.リソソーム複
合体 (GE Rし)領域の小胞状・管状 .. u I li v e s icu I a r b 0 d y (;VIV B )状のエ
ンドソームに仔在することを発見した(17). ~に、 HueI el' らは、1¥1V B状のエン
ドソームは 1(). cでは現れてこないが、その筒37.Cに温度をとげると生じて





















I 5 k dのタンパク質およびアクチンが濃縮されていた.




H:>02 を iI; 官として HRP の反応を行った後、 ~S，;I芝勾配述心すると、 Hl1flを含む
エンドソーム分耐のみに反応産物が肖密度におfnし、他の分i角から分話してくる






用いて、庶1~密度勾自己述心により半日製した I 25 1県議ASORを合む目見分両を、
ASGP-Rを含むものとそうでないものに分注し、 ASORのみを合む分両U
MVF3状をしていることか多いことを"J'した













我々は高磁場勾配分断法 (high-gl'adienlaagneic sepa，'alion technillue. 





















肝をホモジナイズして PNS分画を調製し、 1 . 3 Tの磁均中に保持したE急性ス





で濯涜を続け、様々な時間の後に HG J:I S分画を話!製すると、時間と共にリソソ
ーム酵素活性の上昇がみられた。これは、 フェライト粒子がエンドソームからリ
ソソームへ運ばれてゆく様子を現すと考えられる o 20. C以下の温度では、.エン



























AS G : asialo ganglioside 
A S GP: asialo glycoprotein 
血中槽タンパク質の捜合型糖鎖の末端にあるシアル酸が切断され、ガラ
クトースまたはNーアセチルガラクトサミンが露出したもの
A S 0 R: asialoorosomucoid 
B S A: bovine serum al bumin 





E D T A: ethylenediaminetetraacetic acid 
E G F : epidermal growth factor 
E G T A: ethleneglycol-bis-(β-aminoethylether)-N，N，M' ，M'ー tetraacetic
acid 
E L I S A: enzyme-linked immunosorbent assay 
G ER L: Golgi，ER，lysosome complex 
細胞内の膜 ・分泌タンパク質輸送の中心となる 3種の細胞内小器官を膜
摘造複合体として捉えた呼び名
H B S S : Hanks' balanced salt solution (ただし、 NaHCOlを含まず、 10mK
HEPES (pH7.5)を含む)
H E P E S : N-2-hydroxyethlpiperadine-N'ー2-ethanesulfonicacid 







low density lipoprotein 
Eagle's minimal essential medium 
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 





multi vesicular body 
nuclear magnetic resonanceの測定装置
" 
o P D : o-phenylenediamine 
P B S : phosphate buffered saline 
140mM NaCl. 1011河sodiumphosphate (pH7.4) 
PBS-tween: 0.02X tween20を含むPBS
P C : phosphatidylcholine 
P E : phosphatedylethanolamine 
p -A P M S F: (p-amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride 
p 1 g A: polYl1eric IgA 







































































oleic acidでコートする. 1 0分間95'Cに加熱し、 NH 3を蒸発させる. TO!oY 
MR-15A遠心穏を用いて室温で7.000gX1 0分間遠心した上清をオレイン酸コート
フェライト粒子として用いる.




の60 m M A S G (CHC 13溶液)、 3 0μ1の290mM卵黄phaosphal idy 1-
choline (e g g PC、Singlelonらの方法(29)によって調製)、及び 10mgの
oclylglucoside (同仁)を.試験管中で 1m 1のdiethyletherに溶解し、窒素ガスで
溶媒を蒸発させて試験管の底にフィルム状にする.上記のオレイン酸でコートし
たフェライト粒子懸濁液を加えてボルテックスミキサーで混合し、 10m M N-
2-hydroxyelhlpiperadine-N'-2-elhanesulfonic acid (H E P E S ) -Na( p H 
7.5)に対して室温で一夜透析する.遠心管に下から 30%(w/w以下同じ)
1ml. 20% 1.5ml、 10% 1.5mlのsucrose溶液 (lOmMHE 
PES (pH7.5))の段階的密度勾配をっくり、透析したフェライト粒子懸濁
液を重層し、目立RPS50ローターを用いて 25'C、lOO，OOOgで1時間遠心
する. 2 0 % sucrose分画を回収し、以下の実験にリガンドとして用いる.
ba thophenan lhro 1 i ne (Wako. Fe-tes l)を用いて定量すると、回収された Fe量
。 1~
は0.7m gであり、 PCの量はBartlelt法(30)により定量すると 1.5μlolesて'
あった.




250μlの4mg/mI HRP(Toyobo.l-c)に、 50μiのO.lM NalOJを
加え、室温で20分間インキュベーションする.この反応によって、 HRPの穂
鎖を還元し、アルデヒドとする.これを 1Iの 1m~I sodiua acelale緩衝滋
(pH4.4)に一夜透析し過剰のNal04を除く.
PC/PEー リポソームの調製
eggPC及び卵黄phosphalidylelhanolaline( e g g P E)はSinglelonらの
方法にしたがって調製した(29}.30μlの80mM eggPEと10μiの
合90 m i¥1 e g g P C (共にbenzenei寄港)を混合し試験管中で窒素ガスを吹
き付けて乾燥させ、試験管の底に脂質のフィルムを作る.さらに、一夜デシケー
タ中で真空に引き、溶媒を完全に蒸発させる.試験管に 5-6個のがラスビーズ





活性化した HRP(250μ1 )に 2% Na.!C03を10μi加え、アルカリ性
(約pH 1 0 )にする.これに上記のPC/PE-リポソームの懸濁液を加え、
室温で2時間掻遣し、 PEのアミノ基と活性化した HRPのアルデヒド基の聞に、





2時間放置してシフ塩基を還元した後、 10m wIsodiu. borale緩衝液(p H 
8.5)に対して一夜透析する.
HRPを導入したASGー フェライト (HRP-ASGー フェライ.ト)の調製
ASG ーフェライトを調製する際、 ASG と oct~'ltl ucosideのフィルムに上記
のHRPを結合させたPC/PEー リポソーム怒渇液を加え ポルテックスミキ
サーで焼持して溶解する.これにオレイン酸コートしたフェライト粒子を加え、
以下ASGー フェライト調製時と同僚の方法を用い、 ASGー フェライトにHR





方法によって行った(32).ラット(W i s ler、 6週令、オス、体重 150-200
g )の腹腔にNe.bulal(Abbotl Laboralories) 0.5 m 1を注射して麻酔し、開
腹する.門脈に切れ目をいれ、カニューレを挿入して詰紫すると同時に肝蕗下の
下大静脈を切断する.カニューレより 37.Cに保った、 0.5mM EGTAを含






HBSS-HGTAによる濯涜を 5分間行い肝滋を脱血した後、 i控涜液を 0.5
% (w / v )のBSAと10mMHEPES(pH7.5)を含むEatle's
lIinimum essent ial mediulI ( M E M -B S A )に替え 5分間サーキュレーション
??
する。 これ以後のit流況をに{ま 95 9o 02. 5 % C 0 2を吹さ込み、肝細胞にE2J;
を供給する，また、全てのit~取は流速 20rn1/min 、 3 I' Cに保ワ 肝を
主1E 1¥1 -B S Aで平街化した役、 F e延長として 0.7m gの入 S Gー フェライト
粒子を合む 15m1の1¥1E l¥t -B S Aで5分間サーキュレーションし、肝細胞に
フェライト粒子を投与した.いくつかの実験では、その後j箆涜液を 1% poly-
vinylpyrrolidoneと 10m:¥1 H E P E S ( pH 7 . :5)を含む:¥1E ~1 ( :¥1E :.1 -
P V P)に位え、 さらに 10 -5 5分活流を続け・た.i荏抗泌を交j食するFJtには.
液の混合を避けるため、交民直後から 2-3分間は肝誌から出てきた泣涜液を汲




ーフェライト粒子を含む 20mlのi¥1E l¥ -B S Aに替えて 20分間?を涜を説け、






り出す.同じ固定液中で4・C. 2時間振設しながら固定する。 4'Cの 100
m~1 sodiuI phosphale沼街液 (pH7.4)で4回洗い、 1 000及び 15 Qoの
sucroscを合む同緩街涜にそれぞれ4・Cで2時間ずつ、最伐に 20 % Sllcroseを合
む問緩衝液中に一夜浸inする.組議片を取り出し、 OCTcO J Pound(~i les Scienli 
f i c)に包埋し、液体室索中で諌法する.これをクライオスタット {Leilz. 1720}九




スライドグラス上の切片を室温で 1I時間以上乾燥させ、主i品の 14 0 m :¥1 
NaCl， 1 0 rn~I sodiuI phosphale緩街液 (pH7.4) (PBS)で10分間_，
2 (!1]洗う.訟に、 O.05%(w/w)のTrilooト100を含む rBSで 15分処理
する. P B Sで2皮洗い、 O.2mg/rnlの3at i 00・9・elhylcarbaz.ole(A E C) 
とo.0 3 ~o のわ02 を基質として含む 8 0 m (¥1ci ll'a le-phospha le認街討を(p H 
5 .0 )で宅沿で 1時間HRPの反応を行う。反応液は、反応前に 0.45μrnの
フィルターで炉過し、不j容のAECを除いておく PBSで4度洗浄して反応を
止め、 9 0 % ( v / v) K I ycero 1-P B Sに包壊して、 40x対物レンズを用い、
明視野または位相差顕微鏡(Nikon)で観察する。
ち. 高磁場勾配分画(H G i¥l S )法によるエンドサイティックベシクルの単自主
日 Gi\'lS~主計
内径 lOrnrnのがラス告に、直径9mrnの磁性ステンレススチールのメッシュ
(日r-r製作所の曽田博士より胞与された ) 1 5 0吹を 25maの;言き!こ平行!こ
詰め、 HGMS法のカラムとして用いる(図2) 非特異的な吸着を防ぐため、
他fIf前に l%PVPを含むsucl'osebuffer ( 0 . 25M SUCI'ose， 1 m 1¥1 E 0 T
八， O. 2 ~o (w / v) P V P， 3 m ~I H E P E S ( p H 7 .2 ) )で一夜カラ
ムを平衡化する.












図2. H G M Sカラムの模式図
Out let 
Glass 









l.OOOg x 1 0分間述心する.上清を再び4.Cで1.700 g X 1 0分間述心する。こ
の操作で、未破械の細胞、核、及びミトコンドリア分画の一部を除き、上清を H
GlV1Sカラムにかける.










を0.25MのSllcroseで等張に LたPerco11 懸濁~と混合し. 8 m 1の350{('.'
/ v) Perco 1懸濁液とする。混合液を 1m 1の2. 5 M sucrose上に重層し、目
立RP40ローターを用いて 4.Cで22.500r p m X 5 0分間違心する.エンドソ
ーム分画問を分離する場合は、同様にして調製した 30~'6(V/V} の Pel'co1 混
合活を用い、 2時間違心する.遠心終了後、ぺリスタリックポンプを用いて遠心
管の底から順に試科を吸い上げ、 20本の遠心分画に分ける. Percollの密度勾配
は、 densily . ar~er beads (Phar.acia)をPerco1 混合液に混ぜて述心し、遠心後
のビーズの位置を測定して決定した.
服分画の定量
膜分画は疎水性探査試薬である.l，6-diphenyl-l，3，5寸lexatriene( D P H) (半
井)の蛍光によって定量する。 100μiの密度勾配遠心分酉を PBSで4倍に








enLYle-1 i n ked i ..unosorben l assay (Eし1S A )によって定量した 5 0 
μI /well の Percoll~普及勾配遠心分画を抗原として 96 穴プレートに入れ、 4 
• Cで一晩プレートに吸着させる. 1 0 0μlの0.5%OVA、 50ml¥I 
sodiuI C山、bonale緩街泊 (pH9.5)で室温、 2時間フロッキングし、 0.0:2 
% heen 20、を含む PBS(PBS-Tween)で4団法印する. P B S T 
we e nで1/1.000に品釈したウサギ抗ラット ASGP-f{血清 50μlを各ウェ
ルに加え、 37' Cで 1時間インキュベーションする. PBS-Tweenで-l@J 
洗浄し、 2み:抗体として PBS-Tweenで1/4.000に希釈したHRP標設ヒツ
ジ抗ウサギ Jg G (Cape 1 )を 50μI/we I I加え、 37'Cで1時間!インキュ
ベーションする. PBS Tweenで4回洗浄し、 200μlの0.4mg/
m I 0・phenylene-di3line(0 P 0)、 0.006%H202、 80mMcilrale-






Perco 1密度勾配達心の各分薗20μlを取り、 80μlの蒸留水、 800μl
の0.4mg/mIOPD、o. 006 0(1 H 2 02、o. 2 % T r i lo n X -1 00、 80mM

























。 20 40 
μ9 PC/ml 
。 20 40 
μ9 protein/ml 
図3. 膜分画による DPHの蛍光強度の増大
e g.g P Cで調製したリポソーム (sonicaledvesicle) (a)または HGMS


















1 gの BSAと'1gのlacloseを 10 0 m 1のo. 2i¥Ipo lass i u・phosphale
(pH7.0)に溶解し、 2.5 g のNaC~BH ~ を徐々に加える. 3 7' Cで加持しな
がら 5日間インュベーションし、 BSAのアミノ基と開現した Iacloseのアルデヒ
ドJ去をシフ頃基結合させ、 NaCNBH3で還元する. Ll' Cでち lの PBSに対して一
晩の透析を 2回行い、さらに 31の蒸留水に対して一晩透析する 調製した
galaclosyl-B S八は諌結乾燥して 4'Cに保存する。 この反応により、 l分子の
BSAに20-40個のがI actose残基を導入することかできる. 250rngの




ラット肝ASGP-Rは、 Hodginらの方法にしたがって調製した(33). 1 0匹
のラット(Wister、 6週令、オス)から肝を摘出し、 500mlの、 -20・c
acclon中でWarri ng b I endel'を用いて 30秒間x2回ホモジナイズする.acl' lonを
吸引炉過で除き、再び 500mlの-2 O' C ace lonを加えて慌持する. これを腕





タンノ〈ク1~ì、 ii1'ft手241附1i，:却J(弓り /tg/rn)(p.1圃 id i n () ph I~ n y I )置clh;tnド
sulfonyl fluol'idc{ρ -A 1-'~ . I S F 、 I~IJ 仁}、 5 0 1Il g / rn) phcnyl.cllyl-
sulf(Jlyl fluoridc (和光)、 4 (J 1 ば / rn) S 0 y b c.1n l' Y ~. s i n i n h i b i t 0" 
(Si Y; I1 ;t))を合む 300m) の長官ノt~rl'にacetorl [10正del'を O.C、 1 0分!日!なたiL 
てOt/ilした続、 lU，(JOt)gで 10分tnlGS Aローター (secJ..an)で遠心し、沈i告させ
る。これを 21口i松り返す 。沈澱にタンパク自分解併紫阻答斉IJを合むち O()rnlの
1 % Tri lonX-I)1)、 o. l)[¥1 K C I、 0.011¥1 lris{hydrox~・ lelhyl)alill o J e lhane
( T r i只)-HCI (ρ117.8) を加えて'bal・1・iny; b 1 cndc，'にかけ、さらに 4・r
で 30分Ii¥Jt貨lfする。 日立HP L) 2ローターで101)， 000包で 1B.y ml述心L、上消に
蚊終濃度 50 rn ~I になるように 1 i¥1 CaCI ε を加え、 ~aO"で pH を 7.8 に合わせる
(Tl'i lonhb出液). 
TI' i lon抽出決を、予め 0.5% T，‘i l ()n X -l (10， 1. 2ちi¥I ~aCI 、 :5 0 11 l¥1 
CaC 12、 1 0 rn1¥1 T γis-HCI (pIl7.8) (平衡化緩釘治)で平街化した
galaclosyl-B S Aカラムに 80m)/ hrで試す カラムに p-A P ~I S Fを合
むLl0 0 m Iの平街化活i.fi泌を 80rn)/ hγでお{して抗作し、 o . 5~ó Tr i lon 
X -100、 1.251¥1 ~aCI 、:; 0 II g / m 1 p -A P i¥1 S F、 10mi¥I i¥'1 E S 
(pH6.0)で浴出する 溶出分前は fluorescttlincを附いてアミノ私の;正堆を
行って(34)、八 SGP-Rの溶出位i任を決定し、 SDSーポリアクリ ILアミドゲ
ル屯丸泳劫 (SDS-P八GE)で分子量を死認する。 1.0 0又のラ・γ ト肝から、
約 2mg の A 日 GP-R が~!}られる ASGP-R分画は HBSSに対して透析




に皮下注射する. 2迎lH1t去に lmg/ml 入SGP-R 300μ!と、同体棋
のFreund's inco・plelcadjuvand (Difco)で作ったエマルジョ〉を皮下北射し、
以後 1週間おさに同様の礼射を繰り返して免妓する。ウサギの耳の静脈から採血
して符た血heiを l次抗体、ラット ASGP-R分耐を抗原とする EL 1 S入を行
うと、 3 (!l Uの注射を行ってから 5日後には抗体の注生が荷認された. .{、(iJt:先に
{}:J， 
は '1['!l自の免f証役に民血した血ilfを刑いている
8. ラット肝リソソーム分自の jf~J 製
n 
まず、 Sib i 1 eらの方法にしたがって、 1i gh l • i lochondol'I a 1 fracl i on (L一
分断)を調製する(35).ラット(~ i s ler、 6迎令、オス)肝に PBS-EGTA
を濯抗して脱血し、 ;t冷した 30mlのsuct'osebuffer中でスチールメッシュを
用いてホモジナイズする。 4.Cで1.700，-p tn X 1 0分間違心し、上治を SE-
1 2ローター(Sorva1 )を用いて 4.Cで9.700，-p m X '3分間通心する この上消
をさらに SE-12ローターで16.う00r P II % 1 :>分間述心し、沈澱(し 一分画)
を]0 m 1のsucrosebuffel'に懸渇する
2.5 m Iのし 一分画をo. 25M sucroseで等張にしたPer'co1と混合し、 3 5 
% ( v/ v) Perco 1 1 混合放を作り、日立 RP40ローターを尉いて 4.Cで




性は、タンパク質量当り 1.05g/ml分画では 0.18倍、 1.12g/rnl分
商では 28.6倍に濃縮されていた. この 1.12mg/ml分両をリソソーム分
両として用いた.
9. S 0 Sーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)
2 0μgのタンパク質を合む膜分画試料を 10 (w / v ) 0，<> sod i UI dodesy卜
su 1 f a le、 1 % (w/ v) dilhiolhr'eilolを含む可溶化液中で5分間、 100・c
に加熱して可溶化し、 7 . 5~o p 0 1 ya c r y I a 圃 ideのゲ I~ を舟j いて屯気泳動寸る(36) • 




阪タンパク'tIの定歩ーはBS:¥をi-t~~{に川いて Lo町、- らの }j 法(3 7) で. その{むのタ
ンパク 1の定員は BSAを対照として UioItadのp，'ol!'inassay rea~enlJII いて行
った。
1 ]. ~，法定最
BSAに対する lacloseの結合婚はphcllol/sulfric法にょっ定量Lた(38) 0 
1 m Iの試科に 25 Jl Iの80 9o P 1 c n 0Iを加え、 rJttf.しながらち μlの浪抗散を
加える 1 0分後に品料を再びよく悦持し、 1 0 -2 0分後に 490nmの吸収
を測定寸・る. 対照は 0-70 Jl g / m Iのlaclose浴液をmいる令
特にρlacloseのみを定推する必要がある時合は、試科に対するgalaclose-
oxidascの反応によって生成したわ02とbcnzidineを基針とした、 pe，'oxi daseの反
応を測定する. 1 m I 0)3 5unil/m I galacto同 0:-:i dase (S i g.a)、 O.号ml
の lmg/rnl HRP(和光}、 0.2 5 m 1の10mg/m 1 bcnzicline (和
光)のel.hanol溶液と、 10m Iの O.05i¥Iglycir間報街液(p H 8.ち)を混合
したものを反応液として測定の 15分前以内に調製する 370 Cに保った試料
0.5mlに0.5m Iの上記反応浪を混合し、 37' Cで30分間インキュベーシ
ョン寸ゐ 弓ト: HC Iを50μl加えて反応を止め、"31 0 n mの吸光度を測定す
る.対照は 0-75μg， m Iのgalaclosc溶液を用いる.
1 2. M ~.~活性の測定
β-galaclosidase活竹の測定
20 μlの試料に 100μlの 1m ~1 I-.elhylu・bclliferyl-β -D-galado・
pYl'anosidc、o . 2~~ T r i t 0 n ~-1 0、 8 0 m 1¥1 sod i u. ('i ，、ale-phospha t d:Y.l街液
o :!.マ





50μiの試料と 450μlの 10mM A f¥l P、 220 m~I glycine-~aOH 
(pH9.1)、 30m M MgCI2を含む基質溶液を混合し、 37' Cで30分間イ
ンキュベーションする. 2. 5 m 1の8%CCI3COOHを加えて反応を停止し、 4・c
で3，OOOX5分間述心する.上清 2mlに2. 3 m 1の蒸留水と、 5 N H2S04に洛





m M K C 1、 50mM HEPES (pH7.0)、 4mM MgC 12、 10mM






4の様な装置を悶い、 inner chalDberの直径 0.3-0.5mmの穴の周聞に 10 
-20mg/mlのレα-phosphalidylcholine(レαーlecilhin，Sig.a)のn-
の;J
KCI ager brldge 
cls t rans 
Ca~~ργ 














decandむi(tをljii千っし、 oulp.rchalbE'1'と innet. clla・bedこ1<1 :>m;¥1 SaCI、 5 
mi¥1 pipet'azille - ~.~'-bis(2 -e lhanes l1 lfollic acid) (p 117.4)を満たした後、
穴に 10 2 0μlのIec i t.i nを吹き付けてmlI~! を張る . JHI慌の形成lふ肢の屯
気存民(1μ ト/crn2) を測定して碇認する
c i s{WJtこ 1・2m 1¥1のCaCIεを加え、 lr'anssl.Jは:2i¥1 O)ace l i cac i dで pH:>にす
る c i s 01に約 20 Jl gのエンドソーム分l由lを加えて、 Ca2・による思肢との鼠合を
待つ
チヘ・ンオ、ルグ)活性l止、 chaabed~\Iの屯{主主( c i s IlUJをれにとる)を一定に侭ち、




抗向、を作製した. H G;¥I S法にょっ得られたエンドソーム分簡を、 4.Cで、 11)0
，000 g X 2時!日j述心し(目立、 RP40ローター)、版分両を恒l収して抗原とす
る 1m!の免疫に 50-100μgのタンパクロを合む版分酬を用いる。
動物の免投
.J~l 製した抗 Jht を、等量のadjuband と混合してヱマルジョンとし、マウス (Ba
I bゾ c、 6迎令、メス)の腹腔に注射する 2迎間後に再び、抗原と adjubartd
のエマルジョンで免捜し、以下 1週間毎に免疫を訟リ返す.adjlJband'土、 I回目
の免疫にはFreund'sco・pleleadjubandを、 2回目以降はFreund'sinco・plele
adjubaudを川いる 免疫の 5日後に尾静脈より採血 L、 HG¥!IS分両及び、ラッ
ト肝紺胞のPλS分前lを抗原とする ELIS:¥払により、抗体の産生をIii認する.




免f主されたマウスの俳細胞を取っ出し、マウスEfJ~.長の lypJola細胞( I、'3X 6 3. 
八g8.653)とrolyclhylcneglycolをffIいて滋合させる Rし1S :¥ <};を;1
いて抗体産生細胞をスクリーンし、限界希釈法に上るクローニンクを 2[iJj f丁って.
抗体;f(生hybt，i do・ilを時fYf. $'る，
J 6. ラット肝NtW l1J片の酵素抗体法による令色
liIJ 述の方法により、ラット肝の凍結切片を作製する。作製した切j'1をい BS、
O.l%TX-IOOで30分!日l室温で処理した後、 PBSで 10分、:2 [口l洗均し、 1 0 
76ヤギ血17古を合む 1>B Sで30分間プロッキンクする PBSで洗か L、
hyb1' i doaaのほ主上部(] 0 %ウシお児血mを合む)を 13:抗体として、室温で4
8与1:1反応させる PBSで託伸し、さらに2;3:抗体と Lて]0 ~&ヤギ血 rti を含む
Jl B Sで 1/200に:(tj釈したHRP怯品ヤギ抗マウス IgG(TAGO)をJf1~ ¥て、




ラット肝細胞の PNSを、 4.Cで10 ， 01) g >~ 2時間遠心して上出(i細胞質分
両)と沈澱(限分割)に分離する.各分両をタンパク質j震度 O.lmg，/mlに希








溶解し、 PBSに対して 4.Cで一夜の透析を 2回繰り返す.これを 10，000gで
30分間遠心した上清 10mlを、 1 m 1のproleinA-Sepharose (Si ， ~a) カラム
にかける. 10m 1の PBSでカラムを涜浄した後、 0.11¥1 acetic acid、
o . 14M NaCIで溶出する.riJ出滋は 0.5m 1の分画に分け、ただちに 40μl
の 1M Na2C03で中和し、 280nmの吸光度を測定して抗体の浴出位置と濃度を
決定する.抗体を含む分画を夜詰乾燥し、-2 O. Cで保存する，
r- 抗体によるアフィニティーカラムの調製
prolein Aカラムで精製した単クローン抗体約 1m gを2mlのO.lM3-(N-
圃orpholino)propanesulfonic acid (p H 7 . 0)、 o. 3 M NaC Iに溶解し、
2mlのAffi-tel15 (Bio・Rad)と4.Cで 5時間接泣し反応させる.この条件で、





1 )ラット肝を 30mlのsucrosebuffer中でホモジナイズし、 4.Cで1.700
rpmX10分間違心した上清 (PNS) 10mlをPBSで2倍に希釈し、最
終濃度0.5%のTdlonX -100を加えて、氷中で 30分間撹持する. これを10.000
gX30分遠心した上清を、単クローン抗体のアフィニティーカラムにかける.
カラムをo. 5 M NaCI、 0.1 i¥I sodiuI phosphale (p H 8.0)で溶出液の
280nmの吸光度が 0.01以下になるまで涜浄し、 0.1 M acelic acid、
O. 1 4 MNaC 1でカラムに結合したタンパク質を溶出する.
2)PNSIOmlを4.C、10.000gX2時間遠心(type50. Becba n )した
上清を単クローン抗体のアフィニティーカラムにかける.カラムを洗浄した後、
6 M ~uanidine hydrochlorideでタンパク質を溶出する。
n ~ t '.~ 
fi出液は 0.5m 1つつに分取し、 280nmの吸光度をモニターする.搭出さ












ェライトを懸泊した潜流煎(;¥1 E i¥1 -B S A )でサーキュレートし、併話i.(夜中の
粒子の濃度を HRPの酔み活性により測定して.フェライト枝子の消失をみた




アシアロガングリオシドを含まず、 PCおよびPE ( P巳の一部にHHPを結
合させてある. )のみでコートしたフェライトね下で向謀、ニラ ット訂・会福iえする




るため、 3 7・Cで5分間HRP-ASG-フェライトを滋涜し、さらに 10分
間MEM-PVPで潜涜したラット肝の凍結切片を作製し、 AECと1202を基質
として HRPの反応を行い、染色した.
fJ(1 6、 a. bに見られるように、肝の実質細胞内に多くのHRPの反応産物の
頼粒がみられた.頼粒は細胞の周辺部のみでなく、核周辺の領域にも分布してい
た.実質細胞以外に、内皮細胞及びt¥upffer細胞にも一部の頼粒の分布がみられた.

















ラット肝を HRP-ASGー フェライト粒子(・)または HRPー フェラ イト
粒子 (0)を含む 20mlのMEM-BSAで20分間濯涜し、 1. 3. 6. 




ラット肝に HRP-ASGー フェライト粒子を含むi¥JE flvを37・Cで 5分間潜
涜し、さらに 10分間粒子を含まない液で濯涜を続けた後、凍結切片とする， 切
片を AECと.1202で 1時間iインキュベーションし、 HRPを合む小|胞を染色した.
九， b はフェフイト担子で溜涜したラット肝. c， dktフヱライト佐子をit流し
ていないコントロール. a， Cは明視野i'fL b， d'ま各々に対応する位相差{震で
ある (har= 10μm) 
• • ???




従って、{地 6、 a. bにみられる党色はフェライト粒子の存在によるものであり、
細胞に内 (L的なperoxidasc活性を示すものではない
2. H G M S法によるエンドサイティックベシクルの分離
ラット肝を ASG フェライトでift.抗した後、肝を ;I~ モジナイズし、低迷で述














肝に、 HRP-ASG フェライト粒子を 37'Cで5分間jパルス的に与えた後、
MEM BSAで Oー ち 5分間港涜を説け、全体でそれぞれち分間、 1 5分間、
30分間、 6 0分間濯涜を行い、 HGMS分画を待た. これを 3500のPerco1中
で22.500r p rn X 5 0分間遠心し、密度にしたがって 20分両に分挺した.密度
():t " 
衣 1. ?藍涜ラット肝の凍結切片における、 IIRP-ASG フェライト粒子を
含む頼粒の数
cell field 1 2 3 
， 
parenchyrnal 512 (85.8%) 361 (80.9%) 4.78 (88.2之)
(number of cells) ( 22) ( 20 ) ( 23) 
non-parenchyrnal 85 (14.2主) 85 (19.1%) 64 (11.8%) 
(nurnber of cells) ( 5 ) (13 ) ( 13) 
total 597 446 542 
凶 3. と同保の条件でHRP-ASGー フェライト粒子を潜涜したラ・γ ト肝の
諜詰切片において、 5 0μmX50μmの視野を任意に 3箇所選ぴ、 HRPの発
色による頼粒の数を実質組胞と非実質組胞(内皮細胞と Kupffer細胞)についてそ
れぞれカウントした.
n :~ " 
勾配rlの脱分曲の分布は DPHの蛍光強度によって、 ASG フェライト稔子の
分布は HHPの酵栄活性によって、 リソソーム分前lの位置はリソソームのマーカ
ー酔紫である β r;alaclosidaseの酵素活性によって検出した(~ 7 ) • 
限分向の分布を見ると、 5分間および 15分間地涜した肝から件られた HG;¥I 
S分断が比重 1.04g/ml付近に単一のピークを形成しているのに対し、 30 
分間の液読後には、比重 1.12g/ml付近に別の高密度のピークが現れると共
に、比)Til.04g/m 1の低密度のピークが減少する この傾向は 60分後には
さらに明らかになる(凶7、 a ) • 




b ) • 
リソソーム酵栄である β-r;alaclosidase活性を測定すると、 5分間及び 1:>分
間の潜話iで符られた HG l¥1 S分画はどの密度分画にもこの酵素活性を持っていな
いことが分かる.一方、 3 0分間及び 60分間の海涜で得られた HG i¥1 S分画で
は、低密度の分画はβ・galaclosidase活性をほとんど現さないが、高密度の分函




以上の結呆から、肝細胞に取り込まれた ASG フェライト粒子は、 1 5分後
まではリソソーム酵素活性を持たないエンドソーム分碩に存在し 1 5分から
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さらにi¥1E M-ラット肝を HRP-ASGーフェライト粒子で 5分間濯涜し、
5 5分間滋涜を続ける.PVPでO 肝のホモジネートから HG i¥l S法で捕集し
3ち96(タンパク質重量で200μg)を、たエンドサイティックベシク I~
フェライト膜分画の密度分布は DPHで(a ) Pe，'co I Iの密度勾配で分画した.

















1 0分間MEM-PVPで濯涜した(全体で 15分間の濯涜)後に符られた HG
MS分両を、 30%Percoll中で2，500r p m X 2時間違心し、 20本の分画に分




L 1 S A法により、 ASGP-Rを定量した.
5分間の濯涜により符られた試料の膜分画の分布を見ると、比重 1.05g/
ml付近をピークとする分画(分画 1)と、比重 1.06g/mlから 1.0 8 g 
/mlにわたる肩の部分(分画 1s )からなることが分かる(図 8、 a) . フェラ
イト粒子は比重 1.07g/mlを中心とし、比重 1.05g/mlから 1.08 g 
/mlにかけて幅広い分布を示す. これは、分画 Iと1sの位置にそれぞれ存在




































またはち分間粒子を港フェライト粒子で5分間涯涜(a )、ASG HRP 
3 OOo 涜した俺 10分間chaseした(b )ラット肝から得られたHGMS分画を、
膜分画の密度分布<.)は各分画について、分画した.Perco 1で2時間述心し、
ASGP-Rの分布フェライト粒子の分布(口)はHRP活性で、DPHで、









比虫 1.05g/ml(分画 1)及び比重 1.07g/ml (分画 1s )の2つの
エンドソーム分両に含まれているが、 lち分後には新たに形成された比'fil.l0
g/mlのエンドソーム分両(分画 11 )へ巡ばれる.分間 iはASGP-Rを
合んでいるが、分画 1r はASGP-Rを持たない.以後、それぞれの分画をエ




れる.エンドソーム 11 はリソソームと融合し、フェライト粒子は 2次リソソー












は、コレステロール/ リン脂質 (mol/mol)が分画 Iで0.41、分商 1s 











lower 77.8 52.3 81.6 
higher 22.2 47.7 18.4 
15-min perfusion 
lower 67.9 29.7 76.9 












r、 1 5分間it.流した試料でも変わりなかった 分l曲iIぉ及び 11 はともに O..:llrtg
/mlのタンパク伐と)3μg/mlのFeを合んでいた 寸-なわち、フェライト


































スが 1.5、 4.5μS(図中点線で示した)およひ:6.5、 1 3、 2 2μS (図中
尖線で示した)のチャンネル活性が存在することが分かる.実認で示したチャン









~18 に示した各分画、及びラット肝から調製したリソソーム分画を 1 I) O.OOÛg X
2時間違心して濃縮し、それぞれ 20μgのタンパク質を、還元条件下で、 7.5 
% po I yacl'y I at i deのゲルを用いてむ気泳動した.泳動後、 CoolasieBliliant 
Blueを用いてゲル中のタンパク質を染色した.結果を図 12に示す.






























図 11. エンドソーム Iのイオンチャンネルの I-V曲銀








分析した a: 5分間のjt涜後に符られたピーク i、 b: 5分間の?tt.流後に得ら
れたピーク I汽、 c: 1 5 分間の W~主役に待られたピー 7L ci: 15分間の溢













1 6 0 kd及び:130kdのタンパク質を特徴的に含んでいる(図 12、 d )。
エンドソーム 11は、特に 16 0 k dのタンパク質を多量に含む.エンドソーム
Iに含まれているタンパク質の内、グループaに属するもの、及び分子量 240
kd. 190kd (グループ b)のタンパク質はこのエンドソーム J1分画にほ
含まれていない。
ピーク 1sの部分は、エンドソーム Iおよび 11を構成する多くのタンパク質
からできている(図 12、 b )。この分画は、エンドソーム Iに含まれ、 1 1に
は含まれていなかったグループbに属するタンパク質を含んでおり、この点、でエ
ンドソーム Iに類似している。 しかし一方で、 1 s分画は、エンドソ一人 Iに含
まれていた aグループのタンパク質を含んでいないが、エンドソーム 11に特徴
的に合まれていたタンパク質である dグループのタンパク質を含んでいる。特に
分子量 160k dのタンパク質は、この 1s分画にも多く含まれている。この点
ではヒーク 1sは、エンドソーム 11分画と共通性を持っている。このような結









表 3. H G M S法と Pel‘co1密度勾配述心で分画された各々のエンドソーム分声j
またはリソソーム分画を梢成する代表的なタ ンパク質
Fractions Proteins (kDa) 
(Density) a b C d e E 
， 
Peak 1 210，100，80 (240)，190 74 68 n (1.05) 
Peak Is 240， 190 74 160，130 68 
(1.06-1.08) 
Peak I1 74 160，130 68 
(1.10) 
Lysosomes 160，130 170，95，55 68 
図]2 の SDS PAGEゲルにおける各々の試料に含まれろ代表的なタン
パク質の分子量を表す.peak 1 は5分間及び 15分間の濯涜後に得られた試料に
差がみられないので共通に示してある. 1 sは5分間、 1は 15分間!の濯涜後に待
られたものである.各々のエンドソーム分画については、図8. を考古照のこと.
タンパク質は、どのエンドサイティックベシクル悶に共通に含まれているかによ










合まれるタンパク釘も存在する うTチ量 68k dのタンパク旬は、そのー伊jであ
る
エンドソームの各分画とリソソーム分自とのタンパク切組成を J~ ると、全体と










したo HGIV1S分凶1&び、ラット肝細胞の PNS分li!1を抗原とする ELISAで








l(i下で、防Jをする細胞の両方に発色がみられる([斗 13、 b 矢印)0 -}J、
4 2 ^ '1による染色では、若干のむらはあるものの、細胞質の一面が染色される
{、.. 
; . I ， 
!;{] 1 3. エンドソームに対する単クローン抗体によるうソト肝凍結切片の染色
ラ'"/ト肝グ)凍結切片を、エンドヅーム分両全体を抗原として作「た単クローン
抗体で、醇紫抗体法により染色した。 1 次抗体として h~brido . aの培養上治、 2i欠
抗体はHHP惚汎ヤキ:抗マウス 1g Gを用い、 AECとH20‘を基質として反応さ
せた< 3、 b:クローン-l1 H 1 1による染色、 c クローン 4:2A4による染




( [~] 1 3、 c ) . これは:}2 A -lの抗原タン川クi1が.阪上のlみでなく紹胞'f1r、l
にも存在することを小寸と忠われる なお、 1 ;欠抗体として、 ・yclo・‘1の培琵上消
を川いたコント口一lしでは、先色はみられなかった(図 13、 d ) • 
抗原タンパク引が、細胞のどの分向に分イ{Jしているかを明らかにすふため、以
下の実験を行った フット肝細胞の PNS分断を lOl)， OOl)gで 2時1/11j主心して上出
{ nJ溶性分自)と沈殿(目見分画)に分法L、存分iljに対する抗体のおり合;祉を EL
JSA法を用いて定.紙した， 凶 14 ょっ、 :111111 の抗j以 kL 鼠 n~J にははとん
どがIs!分画に {r{L し、目見分匝1I タンパク Urlr に可お1t分科のタンれク'~i r! Iの杓'2W






['!<] 1 3およひ 1~l ょっ ..:1 1 H 1 1抗風は般タンハク質と思われる ，、-~.ーで」じ、フ
ット肝の Pt¥S分両.を 0.5%のTrilonX-1UOで抽出し、抽出液を IIクローン抗体
のカラムにかけた 洗浄後、カラムを 0.1;¥1CH3COOflで浴出すると、 280nm
の吸収を持つタンパク官分画lが回収された. これを還元状態で SDS-PAGE
で分析すると、分子J1tち 8kdの位置にti-のバンドが形成された(凶 15、
a ) この 58k dのタンパク質が41 H 1 1の抗原であるとf与え 1:'れる.
4 方 42A4 のカラムでは、同様に~!~]製した Trilon抽出液からタン川ク白を回
収することはできなかった.そこで、凶 14から、 4'2A4の抗肢は細胞質中に
も分布していることが示されているので、細胞質分両から抗原を得ることを試み
た。ラット肝細胞の PNS分両を更に起述心して上清を 4'2 ^ .1カラムに流した。
洗浄後、カラムを()1¥1の guanidinehydrochlorideで溶出すると、 ~80nmの
I吸収を持つタンパク自分両が回収され、このタンパク質を還元条併下で8DS骨
PAGEで分析すると、 1 9 0 k dのバンドが検出された(凶 15、 h) .この















ラット肝細胞のPNS分画を、 100，000g X 2時間の遠心により膜分両と可浴性
分画に分離した.各々をタンパク質量でO.lmg/mlに希釈して抗原とし、 E














ら抗原タンパク質を分離し 7.5%ゲルによる SDS-PAGEにかけた， 3.: P 
NSのo. 506 T r i t 0n X -1 l) 0抽出液から、 41 H 1 1抗体の方ラムで分謎された




1 . 八SG フ江フイト位子のラット肝細胞への限り込み
/'.， 
本研究では. 1 { C;. "-1 S法のリカントの材料として、一辺か 5nrnの直方体状を
したリチウム 7:rフイトの枝子子を用いた フェライト粒チは非常に磁化され易く、




側を、怪性去を外に向けて覆っていると ~Jj' えら1lる e すなわち、 フェライト粒子
はオレイン酸とリン路町の 2 重層で説われていると忠われる。 この方法で~I!ì 製 L






の)を混合した (ASGー フェライト粒チ). 史に一部の実験ではマーカーとし
てHRPを結合したフォスファチジルエタノールアミンを脂質にお合した (HR
p. A S Gーフェライト粒子). 
このようにして刈製したフェライト粒子は、 j荏流法によりラ、γト肝細胞に取 1)
込まれた. ?盤涜浪からのフェライト粒子の減少を測定すると、 HHP-AS Gー
フェライト粒子では、赦相jの5分間でj控訴〔液中の約25 ~o の粒j二が肝細胞に結合
もしくは取り込まれ、その伐も粒子はit.iftE液から徐々に消失した.一方、 ASG
を合まないリン脂nでこIー トされたフムライト栓子 (HR Pー フェライト粒子 )
は、 5分間で5%しか液涜液から減少しなかった. この差l主、地ui伐の肝のホモ
ジネートから HG ~l S法によって凶収されるタンパク質量ーにも現れており、人 S
G フェライト f~:(-をiti~i. した肝からはよ 00 ・ 300μz のタンパク nが符ら
?
?
れるのに対し、 ASGを合まない粒7を泊抗した肝からは約5O}1 ~のタンハ 7

































たリカンドを洗いばしてから溢 fir を上げる H~.ょが一般的である しかし、泣流肝
の場合は生理活性を低温で長時間I{W.つことは廷しい. また、フェライト粒子の説
弘が瓜j品で起こり払いことも問題である。
2. A S G フェノイト粒子のリソソームへの翰送
肝細胞に取り込まれた八SG フェライト位子の処理過程をみるため、 3 5丸




ある β-galaclosidasc活性を持たない. また、取っ込みから 15分後までの各H
G ~l S 1m分i由!のコレステ口ール リン脂質比はが'J0.4(mol/mol)であっ、
形甘服分画について報告されている値 0.8(mo I /rno 1) と大さく異なって
いる (40). 支にこ乃jfi蛮の形.Q'Il~誌のマーカ一昨素である 5' nucleolidase活性l手、
ホモジネートの約8佑という比較的低い他しか示さない. これらの理由から、こ
の比 11 . 0 5 g /m 1付近の分l画は形質脱あるいはリゾソームではなく、エンド
ソーム分両であると結論できる. ただし、形口般に存在するタンパク貨の大部分
は、エンドサイトーシスによって細胞内に取っ込まれ、 リサイクルあるいは分解
されているが(16， 47). 5' nucleolidaseがエンドサイトーシスされているかどう
かは不明である
















取り込みの 30分後から 60分後にかけての、 AS Gー フェライト粒 fの、エ
ンドソームからリソソームへの乾送は、両分画のフェライト粒子の含有量の変化
















いくつかのサプポピュレーションからなると思われるので、 HG ~l S法によって
待られたエンドソーム分両もいくつかの異なった分Idqの混合杓であると期待され
n (~ i 
る.そこで、 ち分!日!あるいは 15分間のift流後に符られたエンドソーム分拍iを





であると Zえられる 本研究では、これらの脱分両lをピーク I及ひ 11と言い、
それらを形成するエンドソーム分商をそれぞれエンドソーム I及び 11と呼ぶ。
5分間の消治後に得られた試料のピーク Iに相当する1m分凶!と、 1 5分間の;ft.涜
後に件られたよ料のピーク Iに相当する密度の脱分向は どちらも AS Gー フェ
ライト粒イのほかにASGP-Rを含み、比1ftのみでなくそのタンパク日組成及
びコレステロール/ リン脂質比も同じであり、 [nJ一種のエンドソーム分画である
とう与えられる そこで、それらの間を区別せず、共にエンドソーム Iと呼ぶe ま






j哲i1if走になって現れてくる. 5分間の濯涜では、 AS Gー フェライト純子の約半
分がエンドソーム Iに相当する比重 1.06g/ml以下の分画に合まれているの





















リングベシクルの実態については現在何も分かっていない. H G l¥I S法で集めら
れるエンドサイティックベシクルは、フェライト粒子を含むものだけであるから、
この方法ではリサイクリングベシクルを集めることはできない.





















エンドソーム Iとなるのかも知れない.エンドソーム間の融合については、 in 




ク質はエンドソーム Iのみに見られるものであり、 b は Iと 1s、 cは全てのエ
ンドソーム分商に共通に見られる クループdに科するものは、エンドソーム I












グループa、 b、 c及び fに属するタンパク質は、おそらく形質肢に存在するタ
ンパク質であり、 ASG.フェライト粒計やASGP-Rが肝細胞に取り込まれ
る際に共にエンドソーム Iを形成すると考えられる.取り込み後 5分から 15分
の聞にASGー フェライト粒子と ASGP-Rはエンドソーム内部で選別をうけ、
膜分裂によって、エンドソーム Iはフェライト粒子を合むエンドソーム 11とA













2 Lys d e @ 
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しys d e ~ 
図 16. λSG-フェライト粒子のエンドサイトーシス経路の模武・凶
成熟エンドソームモデル(a )と定常エンドソームモデル(b )が考えられる φ
a-fは、表 3のタンバク質グループを示している ( a )においては、 dグル
ープのタンパク質は、細胞内小胞との融合もしくは細胞質タンパク伐の結合によ
ってエンドソーム 1sにもたらされる. Endl. Is. 11 はそれぞれエンド
ソーム 1. Is. 11を、 lまたは 2Lysは 1次または 2次リソソームを示すn
???
、? ?， ， ??
梢成要素として形質膜へ週ばれるか、 もしくは細胞質中に遊経してゆくものと思
われる.






















送される.すなわち、エンドソーム 11 は 1次リソソームと融合し、 2次リソソ
ームが形成される。 リソソーム分画のみに存在するグループeのタンパク質は、
この時に 1次リソソームから持ち込まれると考えられる.グループ fのタンパク
質は、エンドソーム Iの形成から 2次リソソームまでASGー フェライト粒子と
共に輸送されるタンパク質である。






























5. エンドソーム I、 1 1の中間体
IIh} 






ンドソーム Iと11に合まれるタンパク伐を共通に持ち、エンドソーム Iと 11 
の中!日!の密度分布をしている。 ASGP-f{のほとんどはエンドソーム I分画に
合まれ、 1 s部分に存心するのは 18%程度だが、 1 sに含まれる限分耐l盈も約
22%であるから(点 2)、 1 s，三郎i分酔i当りでは Iとほぼ等量のλSGP-R






1 sから ASGP-Rおよびグループ aに広するタンバク質がリサイクリングで
消失してエンドソーム 11が形成されることになる.定常エンドソームモデルに
従えは、 ^SGP-R、グループa、 b、 C、 dのタンパク質全てを合むエント
ソーム 1sは、選別エンドソームである可能性が高い.初期エンドソ一人(エン
ドソーム 1)は、 1 sに融合して ASGー フェライト粒子及びASGP-RをI
sに運び込み、一方リサイクリングベシクルと後期エンドソーム(エンドソーム
1 1 )は 1sから分裂して、 1 sで選別されたフェライト粒子と ASGP-Rを
各々の目的地へ運び出すというモデルが考えられる(図 16、 b )。
6. エンドソームの情!支の変化








が合まれている エンドソーム 11ではその比率は 3.:2 Qoに上昇している これ
に対して、エンドソーム 1(l.05g/ml)と11 (1.09g/m 1)の比
小の長はど10-6である これらの価を則いて、仮にエンドソーム Iと11からフェ
ライト牧子を除いた部分の比重が等しいとして計拝すると エンドソーム 11 は、
lHl;I比で 4%以上のフェライト粒子を合まなければならないことになる.実際に












拡である aciridine oran~eを加え、蛍光強度を測定すると、 ATP の存在下で蛍
光強良?の減少がみられた(図9) .これはacri d i ne01'3 ngeのエンドソーム内部へ
のお献による自己消光によるものであっ、エンドソーム内部がE史上のH'-ATPaseに





















エンドソーム Iには、 I-V曲線(図 11 )に示されたように、保持電圧 Oで




のコンダクタンスを持つチャンネルがそれぞれ l、 2ないし 3個同時に開いたも
の、後2者は約 1.5 p Sのコンダクタンスを持つチャンネルがそれぞれ 1ないし
3間同時に開いたものである可能性が強い.


















を抗原として、 HG 1¥1 S分画及び、ラット肝細胞の Pi':S分画に結合する抗体を
産生する 2つのクローン、 41 H 1 1及び42 A '1を得ることができた.
4 1 H 1 ]抗体は、ラット肝紹胞のTI'i lon抽出液中に存在する 58kdのタン
パク質を抗原とする(凶 15、 a )。この抗原のほとんどは、ラット肝細胞の膜
分 l雨中に存在している (~14) . この抗体を則いてラット肝の出結切片を染色
すると、細胞内に斑点状の発色がみられる(図 13、 a、 b ) . これらの結果は、












色がみられる(凶 13、 b 矢印). この而は網紐胆肝面かも知れない.肝では、
血液に接している組制面から取り込まれたタンパク質の多くは組向田iにリサイク










にも有荘し、ラット肝のPNSの細胞質分画から 19 0 k dのタンパクロとして
同定された(図]5、 b ). Tri lon抽出液からはこの抗原を回収することができ
なかったが、これはこの抗体が、抗原のT，、 ilon中で変性したコンフォメーション
を認識できないためではないかと思われる.凍結切片の染色では、 421¥4は細
胞質中ー面に存在する(図 13、 c ) . これは42A4抗原のかなりの部分が紹
胞質中に遊離状態で存在し、エントソーム股上に結合しているものとの平衡状態





る. 4 2 A 4抗原の活性や、その存在位置が何によって調節を受けているかは明
かでないが、 SDS-PAGEパターンをみると、エンドソーム Iおよび 1sに
は 190k dのタンパク質が存在するが、エンドソーム 11およびリソソームに
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